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(57) Abstract: The invention relates to a method for extracting a desired protein from a transgenic host organism, whereby the 
^ expression of the gene that codes for this protein is firstly carried out after the host organism has been harvested. The inventive 
^ method is characterized in that: (a) the transgenic host organism contains the gene that codes fox the desired protein in such a way 
QQ that the expression thereof is firstly carried out in the presence of a chemical inductor, and; (b) the gene is brought into contact with 
^ the inductor via the phase surroimding the host organism after the host organism has been harvested. The invention also relates to a 
l/^ host organism that is suited for carrying out said method. 



(57) Zusammenfassung: Beschrieben wird ein Verfahren 7m Gewiimung eines gewiinschten Proteins aus einem transgenen Wirts- 
oiganismus, wobei die Expression des fur dieses Protein codierende Gens erst nach der Emte des Wirtsorganismus erfolgt und das 
Verfahren dadurcb gekennzeichnet ist, da? (a) der transgene Wirtsorganismus das fvir das gewunschte Protein codierende Gen der- 
art enthalt, da? dessen Expression erst in Anwesenheit eines chemischen Induktors erfolgt und (b) das Inkontaktbringen mit dem 
Induktor nach der Emte des Wutsorganismus iiber die den Wirtsorganismus umgebende Phase erfolgt. Femer betrifft die Erfindung 
einen zur Durchfiihrung diese Verfahrens geeigneten Wirtsorganismus. 
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Verfaliren zur gesteuerten Nach-Emte-Produktion 
von Proteinen in Wirtsorganismen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung 
eines gewunschten Proteins aus einem transgenen Wirtsorganismus, 
wobei die Expression des fiir dieses Protein codierenden Gens 
erst nach der Ernte des Wirtsorganismus erfolgt und das 
Verfahren sich dadurch auszeichnet, dafi die Expression des 
genannten Gens erst in Anwesenheit eines nach der Ernte des 
Wirtsorganismus diesem uber die umgebende Phase, insbesondere 
Gas- Oder Fliissigphase , zugefiihrten chemischen Induktors 
erfolgt . 

In der Natur vorkommende Proteine sind oft nur in geringsten 
Mengen verfugbar, weisen aber hochinteressante Eigenschaf ten fur 
Anwendungen als Wirk- und Werkstoffe auf. Da sie oft auch in 
rekombinanten Wirtssystemen, z.B. Bakterien, wie Escherichia 
coli, Bacillus subtilis, etc., nicht effizient zu wirtschaft- 
lichen Bedingungen und in ausreichenden Mengen gewonnen werden 
konnen, ist in diesen Fallen eine kommerzielle Anwendung nicht 
realisierbar . Urn immer komplexere und in niedrigen Organismen 
schwer oder gar nicht produzierbare Proteine herstellen zu 
konnen, sind aufierdem zunehmend Zellen hoherer Organismen mit 
ihrer inharenten komplexen Proteinbiosynthese-Maschinerie als 
Wirtszellen erf orderlich, Hier bieten sich seit einigen Jahren 
transgene Tiere, Pflanzen, Pilze, Moose, Algen, etc. als neue 
rekombinante Wirte an. Angesichts der Verfugbarkeit immer gro- 
fierer Zahlen gut charakterisierter Proteine aus der molekularen 
Forschung wachst dieser Technologie eine immer gr5fiere Bedeutung 
fiir die Anwendung zu. 

Die Expression von Fremd-Proteinen kann allerdings negative 
Auswirkungen auf die physiologische Konstitution des Wirtsorga- 
nismus haben und z.B. dessen Wachstxim beeintrachtigen oder gar 
verhindern. Zudem ist es denkbar, da£ z.B. bei dem Anbau von 
transgenen Pflanzen, die medizinisch aktive Proteine exprimie- 
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ren, diese wahrend des Wachstums der Pflanzen ein Gef ahrdiings- 
potential fiir Organismen in der Umwelt darstellen, Daher hat die 
Nach-Ernte-Produktion von Fremd-Proteinen in transgenen Wirts- 
organismen, insbesondere solchen, die landwirtschaf tlich Oder 
gartenbaulich kultiviert werden, eine groSe Bedeutung als tech- 
nologischer Baustein auf dem Weg zu einer wirtschaf tlichen und 
umweltvertraglichen Gewinnimg von Proteinen. Andere (bio-)che- 
mische Substanzen sind ebenfalls in transgenen Wirtsorgcinismen 
durch die Expression von Enzymen, die in deren Biosyntheseweg 
involviert sind, darstellbar. Auch hier besteht allerdings das 
Risiko negativer Auswirkungen auf den Wirtsorganismus , z.B. 
Wachs tiamshemmungen , oder hinsichtlich der biologischen Sicher- 
heit. Da die Produktion (bio-) chemischer Substanzen in Wirts- 
organismen ebenfalls auf der Expression von Proteinen, ins- 
besondere Enzymen, bearuht, gelten hierfiir die gleichen techno- 
logischen Vorgaben. 

Bisher wurden ausschliefilich Nach-Ernte-Produktionssysteme be- 
schrieben, die auf Verwundxing von Pf lanzenmaterial , z.B. bei 
Tabakpf lanzen, durch Zerkleinerung ihrer Blatter beruhen, Da- 
durch soil das gewiinschte Protein wahrend des Anbaus der 
Tabakpf lanzen auf dem Feld noch nicht, sondern erst nach der 
Emte vor dem Auf arbeitungsprozefi produziert werden. Dies ist 
aber nur schwer zu realisieren, da ein vervmndungsinduzierbarer 
Promotor in transgenen Pflanzen im landwirtschaf tlichen oder 
gartenbaulichen Anbau, z.B. in Tabak, schon bei FraSschaden, 
Wind- Oder HagelschS.den, Trittschaden, Maschineneinsatz , etc. 
induziert wird. Ein weiterer Nachteil des bisher igen Verfahrens 
stellt aufierdem die schwer zu erreichende gleichmaiSige Vertei- 
lung des Induktionsstimulus iiber die gesamte zu induzierende 
Pf lanzenmasse dar. 

Somit liegt der vorliegenden Erfindxing das technische Problem 
zugrunde, ein Nach-Emte-Produktionssystem ftir ein gewiinschtes 
Protein zur Verfiigiong zu stellen, das die Nachteile des im Stand 
der Technik beschriebenen Verfahren nicht aufweist, d.h. vor 
allem gewahrleistet, dafi die Genexpression zuverlassig erst nach 
der Emte erfolgt, ein Zerkleinern des Pf lanzengewebes nicht 
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erforderlich ist und der Induktor effizient und gleichmafiig mit 
den Zellen des betreffenden transgenen Wirtsorganismus ins 
Kontakt kommt . 

Die Losung dieses technischen Problems wird durch das in den 
Patentansprtichen angegebene erf indungsgemafie Verfahren erreicht. 

In dem erf indungsgemaiSen Verfahren erf olgt die Induktion der Ex- 
pression eines Fremd-Gens in einem Wirtsorganismus durch einen 
chemischen Induktor, der uber die den Wirtsorganismus umgebende 
Phase verabreicht wird. Diese Phase kann eine Gas- oder eine 
Fliissigphase sein, wobei in ersterer Phase die chemische 
Induktion iiber eine Veranderung der Zusammensetzung der Gas- 
phase, vorzugsweise eine anaerobe Induktion, eine Vernebelung 
von Losungen (Suspensionen) fester oder fliissiger induzierender 
(Bio-)Chemikalien oder eine Verwendung fluchtiger Substemzen und 
deren gleichmafiige Verteilxmg im Reaktionsraum erfolgen kann. 
Ferner kann in der Flussigphase die chemische Induktion iiber 
Losungen fester oder fliissiger induzierender (Bio) Chemikalien 
erfolgen. Durch das er f indungsgemaSe Verfahren konnen 
hochwertige Proteine oder andere (bio-) chemische Substanzen in 
grofiem MaSstab und daher fiir neue (bio )medizinische und 
technologische Anwendungsgebiete hergestellt werden. 

Somit umfaSt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Gewin- 
nung eines gewiinschten Proteins aus einem transgenen Wirts- 
organismus, wobei die Expression des fiir dieses Protein co- 
dierenden Gens erst nach der Ernte des Wirtsorganismus erfolgt 
und das Verfahren sich dadurch auszeichnet, daS 

(a) der transgene Wirtsorganismus das fiir das gewunschte Pro- 
tein codierende Gen derart enthalt, dafi dessen Expression 
erst in Anwesenheit eines chemischen Induktors erfolgt; und 

(b) das Inkontaktbringen mit dem chemischen Induktor nach der 
Ernte des Wirtsorganismus iiber die den Wirtsorganismus 
umgebende Phase, insbesondere Gas- oder Fliissigphase, er- 
folgt. 

Verfahren zur Konstruktion der zur Durchfiihrung des erf in- 
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dungsgemafien Verfahrens benotigten Nucleinsaurekonstrukte sind 
deiti Fachmann bekannt und auch in gangigen Standardwerken be- 
schrieben (vgl. z.B. Sambrook et al . , 1989, Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual, 2, Aufl. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor, NY) . Das Nucleinsaurekonstrukt liegt vor- 
zugsweise auf einem Vektor inseriert vor, wobei es sich bei dem 
Vektor vorzugsweise um ein Plasmid, ein Cosmid, ein Virus, einen 
Bacteriophagen oder einen anderen in der Gentechnik ublichen 
Vektor handelt. Diese Vektoren konnen weitere Funktionseinheiten 
besitzen, die eine Stabilisierung der Vektoren im Wirtsorga- 
nismus bewirken, wie einen bakteriellen Replikationsursprung 
Oder die 2-Mikron-DNA zur Stabilisation in Saccharomyces 
cerevisiae. Ferner konnen "left border"- und "right border 
Seguenzen agrobakterieller T-DNA enthalten sein, wodurch eine 
stabile Integration in das Erbgut von Pflanzen ermoglicht wird. 
Ferner kann eine Terminationssequenz vorhanden sein, die der 
korrekten Beendigung der Transkription und der Addition einer 
Poly-A-Sequenz an das Transkript dient. Derartige Elemente sind 
in der Literatur beschrieben (vgl. Gielen et al., EMBO J. 8 
(1989), 23-29) und sind beliebig austauschbar . 

Zur Vorbereitung der Einfuhrung eines Fremd-Gens in hohere 
Pflanzen stehen eine groEe Anzahl von Klonierungsvektoren zur 
Verfiigung, die ein Replikationssignal fxir E.coli und ein Marker- 
gen zur Selektion transf ormierter Bakterienzellen enthalten. 
Beispiele fur derartige Vektoren sind pBR322, pUC-Serien, MlSmp- 
Serien, pACYC184, etc. Das Freindgen kann an einer passenden 
Restriktionsschnittstelle in den Vektor eingefuhrt werden. Das 
erhaltene Plasmid wird ftir die Transformation von E. coli-Zellen 
verwendet. Transf ormierte E. coli-Zellen werden in einem ge- 
eigneten Medium geziichtet, anschliefiend geerntet und lysiert, 
wodurch das Plasmid erhalten wird. Als Analysemethode zur Cha- 
rakterisierung der gewonnenen Plasmid-DNA werden im allgemeinen 
Restriktionsanalysen, Gelelektrophoresen und weitere bioche- 
misch-molekularbiologische Methoden eingesetzt. Nach jeder Ma- 
nipulation kann die Plasmid-DNA gespalten und gewonnene DNA- 
Fragmente konnen mit anderen DNA-Sequenzen verkniipft werden. 
Jede Plasmid-DNA-Sequenz kann in den gleichen oder anderen 
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Plasmiden kloniert werden. 

Fur die Einfiihrung von DNA, z.B. in eine pflanzliche Wirtszelle, 
stehen eine Vielzahl von Techniken zur Verfiigung, Diese 
Techniken umfassen die Transformation pflanzlicher Zellen mit T- 
DNA unter Verwendung von Agrobacterium tumefaciens oder Agro- 
bacteriiun rhizogenes als Transf ormationsmittel , die Fusion von 
Protoplasten, die Injektion, die Elektroporation von DNA, die 
Einbringung von DNA mittels der biolistischen Methode sowie wei- 
tere Moglichkeiten. 

Bei der Injektion und Elektroporation von DNA in Pf lanzenzellen 
werden an sich keine speziellen Anf orderungen an die verwendeten 
Plasmide gestellt. Es konnen einfache Plasmide, z.B. pUC-Deri- 
vate, verwendet werden. Sollen aber aus derartig trans formier ten 
Zellen ganze Pflanzen regeneriert werden, sollte ein selek- 
tierbarer Marker vorhanden sein. Je nach Einftihrungsmethode 
gewiinschter Gene in die Pf lanzenzelle konnen weitere DNA-Sequen- 
zen erforderlich sein. Werden z.B. fur die Transformation der 
Pf lanzenzelle das Ti- oder Ri-Plasinid verwendet, so mufi 
mindestens die rechte Begrenziang, hSufig jedoch die rechte und 
linke Begrenzung der Ti- und Ri-Plasmid T-DNA als Flankenbereich 
mit den einzuftihrenden Genen verbunden werden. 

Werden fur die Transformation Agrobakterien verwendet, ist es 
giinstig, die einzufiihrende DNA in spezielle Plasmide zu klo- 
nieren, insbesondere in einen intermediaren oder in einen bi- 
n^ren Vektor. Die intermediaren Vektoren konnen aufgrund von 
Sequenzen, die homolog zu Sequenzen in der T-DNA sind, durch 
homologe Rekombination in das Ti- oder Ri-Plasmid der Agrobak- 
terien integriert werden. Dieses en thai t aufierdem die fur den 
Transfer der T-DNA notwendige vir-Region. Intermediare Vektoren 
konnen nicht in Agrobakterien replizieren. Mittels eines 
Helf erplasmids kann der intermediare Vektor auf Agrobacterium 
tximefaciens iibertragen werden. Bin^re Vektoren konnen sowohl in 
E.coli als auch in Agrobakterien replizieren. Sie enthalten ein 
Selektionsmarker-Gen und einen Linker oder Polylinker, welche 
von der rechten und linken T-DNA Grenzregion eingerahmt werden. 
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Sie konnen direkt in die Agrobakterien trans formiert warden. Das 

als Wirtszelle dienende Agrobakteririin soli ein Plasmid, das eine 

vir-Region tragt, enthalten. Die vir-Region ist fur den Transfer 

der T-DNA in die Pf lanzenzelle notwendig. Zusatzliche T-DNA kann ' 

vorhanden sein. Das derartig trans formierte Agrobakterium wird 

zur Trauas formation von Pf lanzenzellen verwendet. \ 

Fiir den Transfer der DNA in die Pf lanzenzelle konnen Pflanzen- 
Explantate zweckmafiigerweise mit Agrobacterixim tximef aciens oder 
Agrobacteritim rhizogenes kokultiviert werden. Aus dem infizier- 
ten Pf lanzenmaterial , z.B. Blattstticke, Stengelsegmente, Wur- 
zeln, Protoplasten oder Suspensions-kultivierte Pf lanzenzellen 
konnen dann in einem geeigneten Mediiim, welches Antibiotika oder 
Biozide zur Selektion transf ormierter Zellen enthalten kann, 
wieder ganze Pflanzen regeneriert werden. Die so erhaltenen 
Pflanzen konnen dann auf Anwesenheit der eingeflihrten DNA 
iintersucht werden- Andere Moglichkeiten der Einftihrung fremder 
DNA unter Verwendung des biolistischen Verfahrens oder durch 
Protoplasten-Fusion sind bekannt. 

Alternative Systeme zur Transformation von monokotylen Pflanzen 
sind die Transformation mittels des biolistischen Ansatzes, die 
elektrisch oder chemisch induzierte DNA-Aufnahme in Proto- 
plasten, die Elektroporation von partiell permeabilisierten 
Zellen, die Makroinjektion von DNA in Bliitenstande, die Mi- 
kroinjektion von DNA in Mikrosporen und Pro-Embryonen, die DNA- 
Aufnahme durch keimende Pollen und die DNA-Aufnahme in Embryonen 
durch Quellung (zur Ubersicht: Potrykus, Physiol. Plant (1990), 
269 - 273) . Wahrend die Transformation dikotyler Pflanzen iiber 
Ti-Plasmid-Vektorsysteme mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens 
etabliert ist, weisen neuere Arbeiten darauf hin, daB auch 
monokotyle Pflanzen der Transformation mittels Agrobacterixam 
basierender Vektoren zuganglich sind. ♦ 

Bei den in dem erf indungsgemaSen Verfahren nutzlichen transgenen 
Wirtsorganismen kemn es sich prinzipiell um Pflanzen jeder 
beliebigen Pf lanzenspezies handeln, d.h. sowohl monokotyle als 
auch dikotyle Pflanzen. Bevorzugt handelt es sich um Nutz- 
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pflanzen, insbesondere im Pflanzen, wie Weizen, Gerste, Reis, 
Mais , Zuckerriibe, Zuckerrohr , Kartof f el , Brassicacaeen, 
Legiiminosen oder Tabak, Die fur die Expression des gewunschten 
Proteins bzw. die Behandlung mit den cbemischen Induktoren 
gewunschten Pf lanzenteile betreffen prinzipiell jedes beliebige 
Pf lanzenteil, jedenfalls Vermehrungsmaterial und Ernteprodukte 
dieser Pflanzen, z.B. Frtichte, Samen, Knollen, Wurzelstocke, 
Samlinge, Stecklinge, etc, 

Ferner kann in dem erf indungsgemafien Verfahren jegliches Pro- 
tein, insbesondere ein diagnostisches , ein therapeutisches 
und/oder ein Werkstoff -Protein hergestellt werden. Das Protein 
kann aus jeglichem Individuxim, insbesondere dem Menschen oder 
einem Tier, stainmen. Auch kann das Protein in Wildtyp- oder 
veranderter Form vorliegen. Ferner kann es ein Fusionsprotein 
Oder ein Proteinf ragment sein. 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form erfolgt bei dem erfin- 
dungsgemafien Verfahren in Schritt (b) das Inkontaktbringen mit 
dem chemischen Induktor iiber die den Wirtsorganismus umgebende 
Gasphase. Vorzugsweise erfolgt dies tiber eine Veranderung der 
den Wirtsorganismus umgebenden Gasphase, d.h. die Gasphase dient 
als Trager des Induktionsstimulus , uber eine Vernebelung einer 
Losung des Induktors oder uber ein Uberstromen mit einem 
fluchtigen Induktor. Vorzugsweise fiihrt die Veranderung der 
Gasphase im Wirtsorganismus zur Induktion, z.B. des betroffenen 
Promoters. Alleine aus physikalischen Grtinden durch die Aus- 
nutzung des Dif fussionsef f ektes wird bereits nach einer be- 
stimmten Zeit eine homogene Verteilung des Induktionsstimulus 
erreicht. Die Zeitspanne bis zur Einstellung dieser homogenen 
Verteilung wird durch den Einsatz einer aktiven Umwalzung der 
Gasphase im Reaktionsraum wesentlich verkxirzt . Somit wird 
insbesondere bei dicht aneinanderliegenden Zellmassen, wie bei 
Pf lanzenbiattern, Algen- oder Moosgewebe, eine gleichmafiige und 
schnelle Durchdringung erreicht. Insbesondere bei kompakten 
Geweben, z.B. Kartof felknollen, ist die erf indungsgemaSe 
schnelle Durchdringung des Gewebes von grofiem Vorteil. 
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Geeignete gasformige Induktoren sowie Bedingiingen zum moglichst 
effizienten Austausch der Gasphase sind dem Fachmann bekannt. Es 
wird auf das Anaerocult- System (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
verwiesen, das ein anaerobes Milieu, in dem Sauerstoff gebunden 
und CO2 freigesetzt werden, erzeugt. In diesem System wird der 
GapC4 Promoter aus Mais anaerob durch die COs-Atmosphare 
induziert (Bulow, L. et al . , Molecular Plant-Microbe 
Interactions (1999), 182-188). Ebenso wird der gleiche Effekt 
durch Einleitung von techniscliem Stickstoff erreicht. Ein 
weiteres Beispiel ist die Induktion von "Pathogenesis related 
protein" -Promotoren, wie L-Phenylalanin Ammoniiim Lyase-, 
Chalcon Synthase- oder "Hydroxyproline rich glycoprotein" - 
Promotoren durch Ethylen (Ecker, J*R. und Davis, R.W. , Proc, 
Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987), 5202-5206). 

Fur eine Vemebelung geeignete losliche Induktoren sowie Be- 
dingungen zur moglichst effizienten Vemebelung sind dem Fach- 
mann ebenfalls bekannt. Es wird auf ein chimares Transkriptions- 
Induktionssystem veirwiesen, das durch den loslichen Induktor 
Dexamethasone induziert wird (Plant J. 11 (1997) 605-612; Kunkel 
et al.. Nature Biotechnol. 17(1999), 916-918). Der Incwl- 
Promoter von Mais wird durch die Zugabe von Sucrose oder D- 
Glucose aktiviert (Chen, W.H. et al . , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
96 (1999), 10512-10517). Viele "Pathogenesis related protein"- 
Promotoren werden durch Salicylsaure aktiviert (Gaffney et al. , 
Science 261 (1993), 754-756. Ein fluchtiger Induktor ist Methyl- 
salicylat, das in der aufnehmenden Pflanze zu Salicylat umgewan- 
delt wird, welches, wie vorstehend beschrieben, induzierend 
wirkt (Shulaev, V. et al.. Nature 385 (1997), 718-721). Die 
Vemebelung von Losungen, z.B. von Promoter- induzierender (Bio-) 
Chemikalien, bietet den Vorteil der technisch einfachen und 
gleichmaSigen Verteiliing der induzierenden Substanz um das zu 
induzierende Gewebe heriim und in das Gewebe hinein. Vorzugsweise 
wird durch aktive Umwalzung der Gasphase eine schnelle 
Einstellung der gleichmaSigen Verteilung gef5rdert. Zudem wird 
dadurch ein einfacher und ef fizienter Ausgleich von entstehenden 
Konzentrationsunterschieden erreicht, so daS kontrollierte 
ProzeSbedingungen gewahrleistet werden konnen. In einer 
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besonders bevorzugten Ausfvihrungsf orm wird fiir die Vernebelung 
die Agrochemikalie RH5992 (Tebuf enozide , Rohm & Haas, Croyden, 
UK) verwendet, wobei RH5992 uber ein chimares Transkriptions- 
aktivatorprotein als Induktor fiir den zu induzierenden Promotor 
fiingiert (Gatz und Lenk, Trends in Plant Science 3. (1998) , 352- 
358) . Der Promotor wird spezifisch durch RH59 92 angeschaltet und 
ist ohne Vorhandensein dieser Verbindiing inaktiv. Der Induktor- 
Nebel wird dabei z.B. durch eine kontinuierliche Luf tverteilung 
gleichmaSig an das zu induzierende Gewebe herangespiilt . Durch 
Diffusion von der Gewebeoberf lache in die Zellen hinein wird die 
wirksame Induktion des Promoters erreicht. 

Ftir ein Uberstromen geeignete fliichtige Induktoren und durch 
diese induzierbare Promotoren sind dem Fachmann ebenfalls 
bekannt. Insbesondere ist Methylsalicylat zu nennen, das in der 
aufnehmenden Pflanze zu Salicylat umgewandelt wird, welches, wie 
vorstehend beschrieben, induzierend wirkt (Shulaev, V. et al., 
supra) . Ein weiteres Beispiel fiir einen f liichtigen Induktor ist 
Ethanol, welches den alcA Promotor aus Aspergillus nidulans in 
transgenem Tabak induziert (Caddick, M.X. et al.. Nature 
Biotechnology 16 (1998), 177-180). Fur ein aktives UberstrSmen 
wird so vorgegangen, da£ der fliissige oder feste (fliichtige) 
Induktor mit einem geeigneten gasformigen Tragermedium zur 
tJberfiihrung in die fliichtige, gasformige Phase aberstromt wird 
xind vorzugsweise wird eine aktive Umwalzung der Gasphase 
durchgefiihrt , urn die gleichmafiige Verteilung des Induktors zu 
erreichen. 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form erfolgt bei dem erfin- 
dungsgemaSen Verfahren in Schritt (b) das Inkontaktbringen mit 
dem chemischen Induktor iiber die den Wirtsorganismus umgebende 
Fliissigphase. Vorzugsweise erfolgt dies iiber Losungen fester 
Oder flussiger induzierender (Bio) Chemikalien. Es wird auf 
vorstehende Ausfiihrungen hinsichtlich der Vernebelung von 
loslichen Induktoren verwiesen. Giinstig kann es sein, den 
chemischen Induktor iiber Virus-Suspensionen, z.B. den Tabak- 
mosaikvirus (TMV) bei Tabak, an den Wirtsorganismus heran- 
zufiihren, d.h. diesen hiermit zu infizieren. 
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In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm des erfindungs- 
gemafien Verfahrens ist das ftir das gewunschte Protein codierende 
Gen mit eineiti induzierbaren Promotor verknixpft. Geeignete 
Promotoren und die hierfiir in Frage kominenden Inhibitoren 
(gasformige, flussige oder feste, fliichtige Verbindungen) sind 
dem Fachmann bekannt . Hierzu zahlen z . B . die vorstehend be- 
schriebenen Systeme GapC4 Promotor / C02 (Baiow et al., supra), 
der Adhl Promotor aus Mais / Anaerobiose (Ellis et al . , EMBO J. 
6 (1987), 11-16), die L-Phenylalanin Ammonium Lyase-, Chalcon 
Synthase- oder "hydroxyproline rich glycoprotein" -Promotoren / 
Ethylen (Ecker, J-R. und Davis, supra), das chimare 
Transkriptionsinduktionssystem / Dexamethasone ( Plant J . , 
supra) , der Incwl- Promoter aus Mais / Sucrose oder D-Glucose 
(Chen, W.H. et al . , supra), viele "Pathogenesis related 
protein- -Promotoren / Salicylsaure oder Methylsalicylat (Gaffney 
et al., supra; Shulaev et al., supra), der alcA Promotor aus 
Aspergillus nidulans in transgenem Tabak / Ethanol (Caddick, 
M.X. et al, supra) • 

Vorzugsweise handelt es sich bei dem Promotor um einen unter 
aeroben Bedingungen inaktiven Promotor, wie den GapC4- Promotor 
Oder den Adhl -Promotor und die Induktion erfolgt liber eine 
Veranderung der Gasphase derart, daS es sich um einen Sauer- 
stoffentzug handelt. Besonders bevorzugt ist hierbei der anaerob 
induzierbare GapC4 Promotor (DE 195 47 272), z.B. in Verbindung 
mit abgeemtetem transgenem Pf lanzengewebe , z.B. transgenen 
Kartof felknollen. Die meisten pflanzlichen Promotoren werden 
unter anaeroben Bedingungen abgeschaltet , wahrend der GapC4 
Promotor unter aeroben Bedingungen ausgeschaltet ist und durch 
einf achen Sauerstof f entzug angeschaltet wird (Biilow et al . , 
supra). Dies wird z.B. durch die Einleitung von Stickstoff oder 
Kohlendioxid in den Reaktions- oder Lagerraum erreicht . 
Innerhalb weniger Stunden wird somit auch in einer intakten 
Kartof felknolle ein vollst&idig anaerobes Milieu erreicht, 
wodurch die Promotorinduktion tind Fremdproteinexpression er- 
folgt . 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm des erfindungs- 
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gemafien Verfahrens erfolgt die Induktion der Expression des fiir 
das gewiinschte Protein codierenden Gens durch Aufhebung der 
funktionellen Hemmung der Transkription und/oder Translation. 
Ein Beispiel fiir eine transkriptionale Hemmung ist das HRT- 
Protein (Repressor) aus Gerste, welches an das "Gibberellin- 
phytohormone response element" des a-Amylase-Promotors aus 
Gerste bindet (Raventos, D. et al., J. Biol. Chem* 273 (1998), 
23313-23320) . Wird dieser Repressor unter der Kontrolle des CaMV 
35S Promoters unter aeroben Bedingungen in einer transgenen 
Pflanze exprimiert, so bindet er an die Targe tsequenz, welche 
zwischen dem fiir das gewiinschte Protein codierenden Gen xind 
seinem Promoter eingefiigt ist, Bei Erzeugung anaerober 
Bedingungen wird der 35S-Promotor abgeschaltet und die Repres- 
sorneusyn these unterbunden, folglich das vorstehende Gen durch 
den Abbau des vorhandenen Repressors aktiviert. 

Ein Beispiel fiir die translationale Hemmung ist die Repression 
der Translation des Ferritin-Transkripts in Weizenkeiraextrakten 
durch die Expression eines 90 kDa Repressors aus Rattenleber, 
welcher an die 5 ' -untremslatierte Region der Ferritin-mRNA 
bindet (Brown, P.H. , J. Biol. Chem. 264 (1989), 13383-13386), 
Der Repressor der Ferritin-mRNA wird vor die fiir das gewiinschte 
Protein codierende cDNA-Sequenz inseriert imd der Repressor wird 
in der transgenen Pflanze exprimiert. 

Auch kann die Aktivitat des Repressors durch einen Induktor oder 
Inhibitor direkt kontrolliert werden. Beispielsweise erfolgt 
regulierte transkriptionale Aktivierung der PS-IAA4/5- und PS- 
IAA6-Promotoren in Pis\im sativum durch Zugabe von Indolessig- 
saure oder Cycloheximid, so daB das Transkript erst bei Vor- 
handensein dieser Aktivatoren erzeugt wird (Koshiba, T. Et al., 
J. Mol. Biol, 253 (1995) 396-413). Die translationale Repression 
des tet-Operators in transgenen Arabidopsis-Pf lanzen wird z,B. 
durch Zugabe von Tetrazyklin direkt aufgehoben (Ulmasov, B, et 
al.. Plant Mol. Biol. 35 (1997), 417-424). 

In einer besonders bevorzugten Aus fiihrungs form ist das erfin- 
dungsgemafie Verfahren dadurch gekennzeichnet , daJS das fiir das 
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gewiinschte Protein codierende Gen derart mit einem Promotor 
funktionell verkniipft ist, dafi zwischem dem Promotor und deiti Gen 
eine Nucleinsaure inseriert ist, die dadurch gekennzeichnet ist, 
daS (a) sie die TransJcription und/oder Translation des Gens 
verhindert; und (b) mittels Induktion exzisiert werden kann, was 
zur Expression des Gens fiihrt. Somit wird im nicht-induzierten 
Zustand die Transkription oder Translation des gewiinschten Gens 
unterbunden und damit auch das von diesem Gen codierte Fremd- 
Protein nicht gebildet. Bei einer noch mehr bevorzugten 
Ausfuhrungsf orm des erf indungsgemaSen Verfahrens ist die 
inserierte Nukleinsaure durch eine reprimierte und induzierbare 
Rekombinase exzisierbar. Das fur die Rekombinase codierende Gen 
kann dabei getrennt in die Wirtspf lanze eingebracht werden oder 
selbst auf der inserierten Nucleinsaure lokalisiert sein. Erst 
nach Aktivierung der Rekombinase durch einen (bio-) chemischen, 
physikalischen oder genetischen Induktor erfolgt eine orts- 
spezifische Rekombination und damit eine Exzision dieser 
Nukleinsauresequenz , wodurch das gewiinschte Gen direkt strom- 
abw^rts zum Promotor lokalisiert wird, was die Transkription und 
Translation und somit die Fremd-Protein-Biosynthese initiiert. 
Hinsichtlich der die Rekombinase aktivierenden Induktor en wird 
auf vorstehende Ausfuhrungen bezuglich Promotor Induktions- 
systeme verwiesen. Besonders wird erwahnt, dafi das Rekombinase- 
Gen auf einem Virus, z.B, TMV, liegen kann und erst nach 
Infektion des Wirtsorganismus aktiviert wird. 

Am meisten bevorzugt fur das erf indungsgemafie Verfahren ist das 
Rekombinase-LBD-System (WO 95/00555) • Dieses wird wie folgt 
zwischen dem Promotor und dem zu exprimierenden Fremd-Gen 
inseriert: 

5 ' -Promotor — R — Rekombinase-LBD — R — zu exprimierendes 
Fremd-Gen — Terminator -3 ' 

(R=Rekombinat ions s telle flir Rekombinase-LBD) 

Die Rekombinase ist durch die Fusion mit der LBD-Domane 
inaktiviert. Nach der Ernte des Pf lanzenmaterials wird dieses 
mit dem die Fremd-Protein-Produktion aktivierenden, an die LED — 
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Domane bindenden Induktor, z.B, estradiol, inkubiert . Dadurch 
wird die Rekoinbinase aktiviert, folglich an den beiden Re- 
kombinationsstellen das die Rekoinbinase codierende cDNA-Fragment 
herausgeschnitten und somit das zu exprimierende Gen direkt 
stromabwarts an den Promotor lokalisiert. Dadurch wird nunmehr 
/ die Transkription und Translation des zu exprimierenden Gens 

ermoglicht und das Fremd-Protein unter kontrollierten Bedin- 
gungen produziert. 

Eine weitere alternative bevorzugte Ausfiihrungsf orm des erfin- 
dungsgemaSen Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet , daB die 
Expression des fiir das gewiinschte Protein codierenden Gens durch 
die Aufhebung der Wirkung eines transkriptionalen, post- 
transkriptionalen, translationalen oder posttranslationalen Re- 
pressors erfolgt, wobei die Ablosung des Repressors von der 
gebundenen Nukleinsaure- bzw. Proteinsequenz durch einen 
externen Stimulus induziert wird. Es wird auf vorstehende 
Ausfuhrungen beziiglich der Aufhebung der funktionellen Hemmung 
der Transkription und/oder Translation verwiesen. 

SchlieSlich betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren, 
bei dem verschiedene der vorstehend beschriebenen Induktionsm- 
echanismen, z.B. als Zweikomponenten-System, kombiniert werden. 
Dadurch kann eine noch restriktivere Regulierxing der Fremd- 
Genexpression, z.B, in transgenen Pflanzen, und damit ein noch 
weiter gesteigertes Mafi der biologischen Sicherheit erreicht 
werden, gleichzeitig konnen aber auch potentielle negative 
Effekte auf die Physiologie der Pflanze unterbunden werden. 
Beispielsweise kann dazu ein durch eine gasformige Substanz 
induzierbarer Promoter, z.B. der anaerob induzierbare 
GapC4-Promotor aus Mais, oder ein auf einem Repressor 
basierendes System mit einem anderen System, z.B, einem auf 
Rekombination basierenden System, kombiniert werden, sodafi die 
Transkription des betreffenden Fremd-Gens ausgehend von dem 
induzierbaren Promotor erst nach erfolgter Zusammenfiihrung von 
Promotor und Gen durch gesteuerte Rekombination ermoglicht wird. 
Als Rekombinationssystem kann z.B. das vorstehend beschriebene 
Rekombinase-LBD-System (WO 95/00555) verwendet werden, das aus 
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einer 5' Rekombinat ions s telle fur die Rekoinbinase, der fiir das 
Rekombinase-LBD-Protein codierenden cDNA und einer 3 ' Rekombi- 
nationsstelle fur die Rekombinase besteht. Bei diesem Zwei- 
komponenten-Systeiu ist der Proinotor unter aeroben Bedingungen 
inaktiv. Die Rekombinase ist durch die Fusion mit der LBD-Domane 
ebenfalls inaktiviert. Somit herrscht doppelte Repression vor. 
Unter landwirtschaf tlichen und gartenbaulichen Bedingrungen 
erfolgt somit keine Expression des Fremd-Gens, selbst wenn eines 
der beiden Repressionssysteme durch einen Umweltstimulus nicht 
vollstandig blockiert sein sollte. Dieser negative Effekt wiirde 
dann durch das zweite (Repressions) system aufgefangen. Nach der 
Ernte des Pf lanzenmaterials wird zur Fremdprotein-Produktion des 
an die LBD-Domane bindende Induktor zugegeben und auSerdem 
werden anaerobe Bedingungen in der Reaktionskammer hergestellt. 
Dadurch wird einerseits die Rekombinase aktiviert, folglich an 
den beiden Rekombinationsstellen das die Rekombinase codierende 
cDNA-Fragment herausgeschnitten und somit das zu exprimierende 
Gen direkt an den anaeroben Promotor lokalisiert. Durch 
Erzeugung anaerober Bedingungen wird nunmehr die Transkription 
und Translation des zu exprimierenden Gens ermoglicht und das 
Fremd-Protein unter kontrollierten Bedingungen produziert. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
Wirtsorganismen, die das ftir das gewiinschte Protein codierende 
Gen derart enthalten, dafi dessen Expression erst in Anwesenheit 
eines chemischen Induktors erfolgt. Insbesondere sind es Wirts- 
organismen mit einer vorstehend beschriebenen Trajisgenitat , Es 
wird auf die vorstehenden Ausfiihrungen entsprechend verwiesen. 

Die folgenden Beispiele erlSutern die Erfindung. 

Beispiel 1: Anaerobe Ilach-Crnte**Produktion von scFv in 
transgenen Karto££eln 

Der anaerob induzierbare GapC4 Promotor (DE 195 47 272) wurde 
mittels einer PCR-Reaktion derart modifiziert, daS er am 5*-Ende 
eine HincII-Restriktionsschnittstelle und eine Ncol-Restrik- 
tionschnittstelle erhielt. Fiir die PCR-Reaktion wurde folgendes 
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Primerpaar verwendet: 

HincII-pGapC4 Primer: CATGTCAACACATAAGGAAGAAGAGGTAGAAAG 
pGapC4 -Nco I Primer : CATGCCATGGATCGATGACGGGGTTGGCGAGTGTG 

Die von Artsaenko et al.. Molecular Breeding 4. (1998), 313-319 
beschriebene cDNA, die fur einen im endoplasmatischen Retikulum 
lokalisierten scFv-Antikorper codiert, wurde mittels einer 
Linker-Ligation (am 5 • -Ende mit CATGCCATGGCATG, [ 5 ' phosphory- 
liertes Oligonukleotid] ; am 3 • -Ende mit GCTCTAGAGC [5' 
phosphoryliertes Oligonukleotid] derart modifiziert, daS sie am 
5'-Ende eine Ncol-Restriktionsschnittstelle und am 3 ' -Ende eine 
Xbal-Restriktionsschnittstelle aufwies. Aus dem Plasmid pRTlOO 
(Topfer et al . , Nucleic Acids Research 15 (1987), 5890) wurde 
der CaMV 35S Promoter mittels Restriktionsverdau mit Hindi und 
Xbal entfernt, Stattdessen wurden die beiden vorstehend be- 
schriebenen Nucleins^uref ragmente, die ftir den GapC4 Promotor 
und den scFv-Antikorper codieren, inseriert. Nach partieller 
Spaltung mit Hindlll wurde die Expressionskassette isoliert und 
in den binaren Vektor pSR 8-30 inseriert (Dtiring et al.. Plant 
Journal 2 (1993), 587-598; Porsch et al.. Plant Molecular 
Biology 32 (1998), 581-585). Es wurde der Expressionsvektor pSR 
8-30/Gap-scFv{ox) erhalten, 

Dieser wurde 2ur Transformation von E.coli SMIO (Koncz und 
Schell, Molecular and General Genetics 204 (1986), 383-296) 
verwendet. Trans formanten wurden mit Agrobacterium GV 3101 
(Koncz und Schell, supra) gemischt und uber Nacht bei 28^C 
inkubiert (Koncz et al,, Proc .Natl .Acad. Sci .USA 84 (1987), 131- 
135). Es wurde auf Carbenicillin selektioniert , wobei das 
hierfiir notwendige bla-Gen in den vorstehenden Expressions- 
vektoren vorliegt. Selektionsklone von Agrobacterium tumefaciens 
wurden auf abgeschnittenen und mehrfach an der Mittelrippe 
eingeritzten Blattern der Kartof f elpf lanze cv. D^siree aufge- 
bracht und die Blatter wurden 2 Tage bei 20*^0 im Dunkeln 
inkubiert. Danach wurden die Agrobakterien abgewaschen und den 
Kartof felblattern Pf lanzenwuchsstof f e zugesetzt, so da£ bevor- 
zugt Sprosse regenerierten. Ferner wurden durch die Zugabe von 
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Kanamycin (100 mg/ml) in das Pf lanzenmedium nicht-transf ormierte 
Zellen in den Kartof f elblattern abgetotet. Heranwachsende 
Sprosse wurden abgeschnitten und in dem Medixuu ohne Pflan- 
zenwachstumsstof f e, aber mit Kanamycin, bewurzelt. Die weitere 
Kultivierting der Kartof felpflanzen erfolgte in ublicher Weise. 

Zim Nachweis der Expression des scFv-Antikorpers wurde abge- 
schnittenes Blattmaterial oder intaktes oder geschnittenes 
Knollenmaterial mittels des "Anaerocult" -Systems (Fa. Merck, 
Darmstadt, Deutschland) wie bei Billow et al. (1999), Supra 
beschrieben, induziert, Nach 40 Stunden vmrde das Blattmaterial 
entnommen und gemorsert. Der Nachweis des exprimierten 
scFv-Antikoirpers wurde liber den enthaltenen c-myc Tag mittels 
des monoklonalen AntikSrpers 9E10-IgG (Cambridge Research 
Chemicals, Northwich, Cheshire, UK) oder Protein L (Clontech^ 
Palo Alto, CA. , USA) im Western Blot bzw. ELISA erbracht. Hierzu 
wurde das Gesamtprotein des Kartof felmaterials isoliert und in 
die entsprechenden Nachweisverfahren eingesetzt. 

Als expressionspositiv ermittelte transgene Kartof felpflanzen 
wurden im Gew^chshaus (im Topf oder im Erdbeet) oder im Freiland 
unter iiblichen gar tenbau lichen bzw. landwirtschaft lichen Bedin- 
gungen angebaut* Die Knollen wurden nach ublicher Handhabung 
geerntet und gelagert. Fiir die Nach-Ernte-Produktion des 
scFv-Antikorpers wurden die Knollen in einen Reaktionsbehalter 
aus Stahl (oder Kunststoff) verbracht, der iznten ein Gaszu- 
fiahrventil und oben ein Gasabfxihrventil aufwies. Die Raumluft im 
Behalter wurde schnell von technischem Stickstoff (oder 
Kohlendioxid) verdrangt. Unter langsamem Gasstrom ( 1 m^ Gaszu- 
fuhr pro Stunde pro m^ Grundfl^che) wurde eine konstante Zu- 
sammensetzung der Gasphase im Reaktionsbehalter eingestellt. 
Nach 40 Stunden wurden die Knollen aus dem Reaktionsbehalter 
entnommen, homogenisiert , der Festanteil abzentrifugiert und der 
wafirige (Jberstand der chromatographischen Aufreinigung des 
scFv-Antikorpers zugefiihrt. Durch Vergleich von Proben vor und 
nach Sauerstof f entzug konnte gezeigt werden, dafi vor der 
Verdrangung des Sauers toffs kein scFv-Antikorper , danach jedoch 
signifikante Mengen davon produziert wurden. 
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Beispi 1 2: Rekombinations-vesnaitt lt:e Nach-Ernte-Produktion 
in transgenezx Kartof feln 

Die in Artsaenko et al. (1998) beschriebene cDNA, die fiir einen 
im endoplasmatischen Retikultun lokalisierten scFv-Antikorper 
codiert, wurde mittels einer Linker-Ligation wie in Beispiel 1 
beschrieben, derart modif iziert ^ da£ sie am 5* Ende eine Ncol- 
Restriktionsschnittstelle und am 3 ' Ende eine Xbal-Restriktions- 
schnittstelle aufwies, Diese Nucleinsauresequenz wurde in das 
Plasmid pRT 100 in die Polylinkersequenz inseriert. Es wurde das 
Plasmid pRTlOO/scFv(ox) erhalten. In die Ncol-Restriktionsstelle 
von pRT100/scFv(ox) wurde eine synthetische Nucleins^ure inse- 
riert, die zwei FRT-Rekombinationsstellen (Buchholz et al.. 
Nucleic Acids Res. 24 (1996), 3118-3119) enthalt. Es wurde das 
Plasmid pRT 100/FRT-scFv(ox) erhalten. Die codierende cDNA f\ir 
das FLP-Rekombinase-LBD-Fusionsprotein (WO 95/00555) wurde als 
PCR-adaptiertes Ncol-Xbal -Fragment in die Ncol-Schnittstelle von 
pRT 100 in der Sense-Orientierting hinter den CaMV 35S Promotor 
(Odell et al.. Nature 313 (1985), 810-812) inseriert (Plasmid 
pRT 100 /FLP) • Folgendes Primer-Paar wurde hierftir verwendet: 

NcoI-PLP-LBD Primer: CATGCCATGCCACAATTTGATATATTATGTAAAAC 
FLP-LBD-Xbal Primer : GCTCTAGATCAGACTGTGGCAGGGAAACCCTC 

Zwischen die beiden FRT-Rekombinationsstellen in pRT 
100/FRT-scFv(ox) wurde die Expressionskassette aus pRT 100 /FLP 
als partiell verdautes Pstl-Fragment inseriert. Dadurch wurde 
das Plasmid pRT 100/rec-scFv(ox) erhalten. 

Nach Spaltung mit Hindlll wurde die Expressionskassette aus pRT 
100/rec-scFv{ox) isoliert und in den binaren Vektor pSR 8-30 
inseriert (During et al.. Plant Journal 3 (1993), 587-598; 
Porsch et al.. Plant Molecular Biology 37 (1998), 581-585). Es 
wurde der Express ionsvektor pSR 8-30/rec-scFv(ox) erhalten. Die 
Erzeugung transgener Kartof f elpf lanzen erfolgte wie im 
vorstehenden Beispiel 1 beschrieben. 
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Zxun Nachweis der Expression des scFv-Antikorpers warden in vitro 
kultivierte Kartof felpf lanzen auf Medium itiit 10"* M estradiol 
(Sigma Chemicals, St, Louis, MO, USA) umgesetzt und fur 2 Tage 
kultiviert. Danach wurde das Pf lanzenmaterial geerntet und 
gemorsert. Der Nachweis exprimierter scFv-Antikorper wurde 
wiedertim liber den enthaltenen c-myc Tag (vgl . supra) oder Pro- 
tein L im Western Blot bzw, ELISA durchgef iihrt . Hierzu wurde das 
Gesamtprotein des Kartof felmaterials isoliert und in die 
entsprechenden Nachweisverf ahren eingesetzt. 

Kartof felpf lanzen von als expressionspositiv ermittelten Linien 
wurden aus der Klonalen in vitro-Kultur genommen und im 
Gewachshaus ausgepf lanzt . Diese Einzelpf lanzen waren noch nicht 
mit estradiol behandelt, so dafi noch keine Rekombination 
stattgefunden hatte. Gleichermafien erfolgte der Anbau im Feld 
nach liblichen landwirtschaf tlichen Bedingungen, Die Knollen 
wurden nach tiblicher Hcuidhabung geerntet \and gelagert. Ftir die 
Nach-Ernte-Produktion des scFv-Antikorpers wurden die Knollen 
mit einer vernebelten L6sung von 10"^ M Ostradiol in einem 
Reaktionsbehaiter inkubiert. Die technische Ausfiihrung erfolgte, 
wie im vorstehenden Beispiel 1 beschrieben* Nach 40 Stunden 
wurden die Knollen aus dem Reaktionsbehalter entnommen, 
homogenisiert, der Festanteil wurde abzentrifugiert und der 
wafirige Uberstand der chroma tographischen Auf reinigxing des 
scFv-Antikorpers zugefuhrt. Durch Vergleich von Proben vor und 
nach Kontakt mit Ostradiol konnte gezeigt werden, dafi vor dem 
Inkontaktbringen mit Ostradiol kein scFv-Antikorper , danach 
jedoch signifikante Mengen davon produziert wurden . 
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Patentanspriich 

1 . Verf ahren zur Gewinnung eines gewunschten Proteins aus 
einem transgenen Wirtsorganismus, wobei die Expression des 
fiir dieses Protein codierenden Gens erst nach der Ernte des 
Wirtsorgsmismus erfolgt, dadurch gekennzeichnet, daS 

(a) der transgene Wirtsorganismus das fiir das gewiinschte 
Protein codierende Gen derart enthSlt, dafi dessen 
Expression erst in Anwesenheit eines chemischen 
Induktors erfolgt; und 

(b) das Inkontaktbringen mit dem Induktor nach der Ernte 
des Wirtsorganismus iiber die den Wirtsorganismus 
umgebende Phase erfolgt, 

2. Verf ahren nach Anspruch 1, wobei die Phase eine Gasphase 
ist . 

3* Verf ahren nach Anspruch 1, wobei die Phase eine 
Fliissigphase ist. 

4. Verf ahren nach Anspruch 2, wobei Schritt (b) eine 
Veranderxing der den Wirtsorganismus umgebenden Gasphase, 
eine Vemebelung einer Losung (Suspension) eines Induktors 
Oder ein Uberstromen mit einem fliichtigen Induktor \amfafit. 

5. Verf ahren nach Anspruch 3, wobei Schritt (b) eine Infektion 
mit einer Virus -Suspension umfaSt. 

6. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1^-5, wobei das fiir das 
gewiinschte Protein codierende Gen mit einem induzierbaren 
Promoter funktionell verkniipft ist. 

7. Verf ahren nach einem der Anspriiche 2, 4 und 6, wobei die 
Veranderung der Gasphase ein Sauerstof f entzug ist land der 
Promoter ein unter aeroben Bedingungen inaktiver Promoter 
ist. 
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8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei der Promoter der GapC4 
Promotor ist. 

9. Verfahren nach einem der Ansprtiche 2, 4 und wobei in ^ 
Schritt (b) das Inkontaktbringen mit dem chemischen Induk- 

tor liber eine Vernebelung des Induktors RH5992 erfolgt. ' 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die 
Induktion der Expression des fiir das gewiinschte Protein 
codierenden Gens durch Aufhebung der funktionellen Hemmung 
der Transkription nnd/oder Translation erfolgt. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das fiir das gewiinschte 
Protein codierende Gen so mit einem Promotor funktionell 
verkntipft ist, dafi zwischen dem Promotor und dem Gen eine 
Nucleinsaure inseriert ist, die dadurch gekennzeichnet ist, 
dag 

(a) sie die Treinskription und/oder Translation des Gens 
verhindert ; und 

(b) sie nach Induktion exzisiert werden kann, was zur 
Expression des Gens ftihrt. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei die Nucleinsaure eine 
durch eine induzierbare Rekombinase exzisierbare Nuclein- 
saure ist. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die exzisierbare 
Nucleinsaure und die Rekombinase Bestandteile des Rekombi- 
nase- LBD- Sy s t ems s ind . 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 - 3, wobei die 
Expression des fiir das gewiinschte Protein codierenden Gens 

durch die Aufhebung der Wirkung eines transkriptionalen, • 

posttrsmskriptionalen, translationalen oder posttranslatio- 

nalen Repressors erfolgt. x 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 - 14, wobei das 
Verfahren eine Kombination aus mindestens zwei der in den 
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Anspriichen 6, 10, 11 und 14 definierten Verfahren ist. 



16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 15, wobei der 
transgene Organismus eine Nutzpflanze ist. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei die Nutzpflanze Weizen, 
Gerste, Mais, Zuckerrtibe, Zuckerrohr, Kartoffel, eine 
Brassicacaee, eine Leguminose oder Tabak ist. 

18. Wirtsorganismus nach Anspruch 1, der das fiir das gewiinschte 
Protein codierende Gen derart enthSlt, daS dessen 
Expression erst in Anwesenheit eines chemischen Induktors 
erfolgt . 
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(57) Zusammenfassung: Beschrieben wird ein Verlahren zur Gewinnung eines gewunschten Proteins aus einem iransgenen Wirts- 
organismus. wobei die Expression des fiir dieses Protein codierende Gens ersi nach der Emie des Wirtsorganismus erfolgl und das 
Verfahren dadurch gekennzeichnet isi, da; (a) der transgene Wirtsorganismus das fiir das gewiinschie Protein codierende Gen derart 

^5 enthiilt, da dessen Expression erst in Anwesenheit eines chemischen Induktors erfolgt und; (b) das Inkontaktbringen mit dem Induk- 
lor nach der Emte des Wirtsorganismus iiber die den Wirtsorganismus umgebcnde Phase erfolgt. Femer betriffl die Erfmdung einen 

^ zur Durchfuhrung diese Verfahrens geeigneien Wirtsorganismus. 
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internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, dafB die in computerlesbarer Form erfaRten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 



2. Q Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

pr| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

ry~| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld ill angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der BehGrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen, 

6. Folgende Abblldung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verdffentlichen: Abb. Nr. ^ 



I I wie vom Anmelder vorgeschlagen HH 
I I well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I [ weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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INTERNATIONALERBECHERCHENBERICHT 



itionales Aktenzeichen 

7DE 00/03119 



A KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/82 A01H5/00 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Kiassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestpriifsloff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N AOIH 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffenllichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evil. venA^endele Suchbegrlffe) 

BIOSIS, EPO-Internal , WPI Data, RAJ 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



wo 95 03690 A (VIRGINIA TECH INTELL PROP) 
9. Februar 1995 (1995-02-09) 
pages 17,18,25,26; Table 3 

WO 99 15668 A (THOMPSON BOYCE PLANT RES) 
1. April 1999 (1999-04-01) 
page 5,19, see page 19, line 28 to page 
20, lines 1-2, claims 21,25-30 

WO 97 22707 A (CERFF RUEDIGER ;DUERING 
KLAUS (DE); HEHL REINHARD (DE); KOEHLER 
UW) 26. Juni 1997 (1997-06-26) 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

-/-- 



1-4,6, 
16-18 



1,3,4,6, 
16-18 



m 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



0 



Siehe Anhang Patentfamilie 



" Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

•A" Veroffentlichung. die den allgenneinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsann anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

•L" Veroffentlichung, die geelgnet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O' Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eIne Ausstellung oderandere MaRnahmen bezieht 

■p' Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

■X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

■Y' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer Oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



11. Juni 2001 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



19/06/2001 



Name und Postanschrtft der Internationalen Recherchenbehorde 
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Tel. (+31 -70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Holtorf, S 
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wo 99 23234 A (DUN CORNELIS MARIA PETRUS 
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das ganze Dokument 
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WO 95 00555 A (EUROP MOLECULAR BIOLOGY LAB 
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das ganze Dokument 






A 


GATZ C: "CHEMICAL CONTROL OF GENE 
EXPRESSION" 

ANNUAL REVIEW OF PLANT PHYSIOLOGY AND 
PLANT MOLECULAR BIOLOGY, ANNUAL REVIEWS 
INC, XX, 

Bd. 48, 1997, Seiten 89-108, XP000979191 
ISSN: 1040-2519 







Formblatl PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Juli 1992) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

In on on patent family members 



itional Application No 

r/DE 00/03119 



Patent document 


Publication 




Patent family 




Publication 


HtpH in ^pflrrh rpnnrt 

i^l Iwu III WW dl ^11 1 w L/ \./l I 


date 




1 1 ICI 1 ILrC7l \ ^/ 




date 


WO 9503690 A 


09-02-1995 


AU 


7518994 


A 


28-02-1995 






CA 


2168430 


A 


09-02-1995 






EP 


0712273 


A 


22-05-1996 






JP 


9503652 


T 


15-04-1997 






SG 


46678 


A 


20-02-1998 






US 


5670349 


A 


23-09-1997 






US 


5689056 


A 


18-11-1997 






ZA 


9405745 


A 


14-03-1995 


WO 9915668 A 


01-04-1999 


AU 


9471298 


A 


12-04-1999 






EP 


1017820 


A 


12-07-2000 


WO 9722707 A 


26-06-1997 


DE 


19547272 


C 


27-03-1997 






AU 


724617 


B 


28-09-2000 






AU 


2020897 


A 


14-07-1997 






CA 


2246299 


A 


26-06-1997 






EP 


0876496 


A 


11-11-1998 






JP 


2000515361 


T 


21-11-2000 






US 


6194201 


B 


27-02-2001 


WO 9923234 A 


14-05-1999 


A 1 1 

AU 


1487799 


A 


24-05-1999 






BR 


9813340 


A 


22-08-2000 






CN 


1280626 


T 


17-01-2001 






EP 


1027449 


A 


16-08-2000 






ZA 


9809782 


A 


04-05-1999 


WO 9500555 A 


05-01-1995 


EP 


0632054 


A 


04-01-1995 






AT 


152123 


T 


15-05-1997 






AU 


7227994 


A 


17-01-1995 






CA 


2166198 


A 


05-01-1995 






DE 


69402863 


D 


28-05-1997 






DE 


69402863 


T 


31-07-1997 






EP 


0707599 


A 


24-04-1996 






ES 


2101552 


T 


01-07-1997 






JP 


2986915 


B 


06-12-1999 






JP 


8511681 


T 


10-12-1996 






US 


6040430 


A 


21-03-2000 





Form PCT/lSA/210 (patent f amity annex) (July 1992) 



